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基础 研究 


刀 李 糖 乳 杆菌 抑制 取 崎 克 罗 计 杆菌 致 脑膜 炎 的 体内 外 实验 


钟 亮 , 林 如 癸 , 龙 北国 , 吴 娴 波 , 范 宏 英 


南方 医科 大 学 公共 卫生 与 热带 医学 学 院 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 考察 鼠 李 糖 乳 杆菌 (LGG) 对 孤 崎 克 罗 诺 杆菌 致 脑膜 炎 的 抑制 作用 。 方 法 以 Caco-2 细 胞 为 体外 模型 ,采用 黏附 侵 


袭 实验 研究 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 对 Caco-2 细 胞 的 末 附 侵 秦 作用 及 最 佳 感染 时 间 , 并 用 不 同 浓度 的 LGG 与 Caco-2 细 胞 作用 ,确定 其 
抑制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 的 最 佳 浓度 。 进 一 步 通 过 竞争 排斥 和 置换 实验 检测 LGG 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 医 附 侵袭 的 抑制 作用 。 通 过 
体内 实验 ,研究 LGG 对 乳 鼠 脑膜 炎 的 作用 效果 。 结 果 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 对 Caco-2 细 胞 具有 稀 附 侵袭 性 ,最 佳 感染 时 间 为 3 ho 
随 着 加 入 LGG 浓度 的 增加 , 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 对 Caco-2 细 胞 的 黏附 和 侵袭 作用 被 显 车 抑制 。LGG 能 通过 竞争 .排斥 作用 抑制 孤 
崎 殉 罗 诺 杆菌 对 Caco-2 细 胞 的 儿 附 。LGG 对 孤 崎 克 罗 诺 杆菌 引起 的 脑膜 炎 具 有 预防 和 治疗 作用 , 且 预 防 效果 更 显 车。 结论 通 
过 体内 外 实验 ,LGG 可 以 抑制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 进入 肠 屏 障 , 从 而 减少 其 穿越 血 脑 屏 障 的 量 , 最 终 达 到 预防 和 治疗 脑膜 炎 的 效果 。 


关键 词 :细菌 性 脑膜 炎 ; 孤 崎 区 罗 诺 杆菌 ; 鼠 李 糖 乳 杆菌 ;黏附 ;侵袭 


Lactobacillus rhamnosus GG inhibits Cronobacter-induced meningitis in neonatal rats 
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of Lactobacillus rhamnosus GG ( LGG) against Cronobacter-induced 
meningitis in neonatal rats. Methods The cell adhesion and invasion capacities of Cronobacter were assayed in Caco-2 cells, 


and the optimal time length and concentration of the bacterium for infection were determined. The suppressive effects of LGG 
on the adhesion and invasion of Cronobacter in caco-2 cells were tested by competitive and exclusion experiments, and its 


inhibitory effect against Cronobacter-induced meningitis was evaluated in neonatal rats. Results Cronobacter showed aggressive 
adhesion to caco-2 cells with an optimal infection time of 3 h. LGG produced a concentration-dependent inhibition of 
Cronobacter adhesion and invasion by competing with and excluding the latter for cell adhesion. In neonatal rats, LGG showed 


an obvious preventive effect and also a moderate therapeutic effect against Cronobacter-induced meningitis. Conclusion LGG 
can inhibit Cronobacter entry across the intestinal barrier to achieve preventive and therapeutic effects against 


Cronobacter-induced meningitis. 
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细菌 性 脑膜 炎 是 中 枢 神 经 系统 中 最 常见 .最 严重 的 
感染 ,尤其 对 于 免疫 系统 尚 不 完善 的 新 生 儿 ,其 发 病 率 
和 病死 率 都 较 高 "”"。 随 着 广 谱 抗 生 素 的 广泛 应 用 ,细菌 
耐 药 现象 越 来 越 普遍 ,致使 新 生 儿 尤其 是 低 出 生体 质 
量 、 极 低 出 生体 质量 儿 的 细菌 性 脑膜 炎 病 死 率 逐渐 增 
高 ,补充 和 蔡 代 抗 生 素 治疗 的 药物 和 方法 研究 也 越 来 越 
受到 关注 。 将 益生 菌 应 用 于 早期 新 生 儿 脑膜 炎 的 预防 ， 
可 克服 广 谱 抗生素 的 诸多 缺点 。 研 究 证 明 益生 菌 LGG 
能 显著 抑制 大 肠 埃 希 菌 K1(Ek. coli K DERE EK BUR 
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黏附 与 人 侵 ,从 而 显著 降低 菌 血 症 与 脑膜 炎 的 发 生 率 ”。 
但 是 益生 菌 是 否 能 够 抑制 孤 崎 克 罗 诺 杆菌 苛 附 与 人 侵 ， 
从 而 降低 菌 血 症 与 脑膜 炎 发 生 率 ,目前 仍 不 清楚 。 

鼠 李 糖 乳 杆 菌 (LGG) 从 属于 乳 杆菌 属 ,为 革 兰 阳 
性 大 氧 菌 ,无 质粒 ,不 能 利用 乳糖 ,但 可 代谢 单 糖 ,是 从 
健康 人 肠 道 分 离 出 的 1 株 乳 杆菌 ,是 研究 最 广泛 的 益生 
菌 之 一 。 它 能 生活 在 胃 肠 道 , 且 黏着 率 高 ,定植 能 力 强 ， 
并 具有 高 效 降 胆 固 醇 、 促 进 细 胞 分 裂 ,调节 和 平衡 肠 道 
菌 群 功能 ,加 强 对 感染 的 自然 防御 ,对 改善 多 种 肠 道 疾 
病 有 积极 作用 。 

阪 崎 克 罗 诺 杆菌 是 近年 新 发 现 的 一 种 致 病菌 ,能 
引起 严重 的 新 生 儿 脑膜 炎 ,小肠 结 肠炎 和 菌 血 症 , 死 
亡 率 高 达 40%~80%™。 本 实验 主要 研究 益生 菌 LGG 能 
否 抑制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 黏附 和 侵袭 小 肠 上 皮 细 胞 
(Caco-2) ,减少 其 穿越 血 脑 屏障 的 量 ,从 而 预防 和 治疗 
阪 崎 克 罗 诺 杆菌 引起 的 小 肠 结肠 炎 和 脑膜 炎 。 
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1 材料 与 方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 和 菌株 结肠 脾 癌 细胞 Caco-2 由 南方 医科 大 
学 微生物 学 系 保存 。 阪 崎 克 罗 庄 杆菌 ATCC29544 购 自 
ATCC 标 准 珠 ,LGG 由 美国 加 州 大 学 黄 胜 和 教授 赠送 ， 
大 肠 杆菌 E44 和 DH5So 由 南方 医科 大 学 微生物 学 系 保存 。 

1.1.2 培养 基 MRS 培 养 基 BHI 培 养 基 LB 培 养 基 , 购 
自 广 东 环 凯 微 生物 科技 有 限 公 司 。Gbico 胎 牛 血清 购 
自 广州 易 国生 物 科 技 有 限 公 司 。 羊 血 购 自 广州 未 来 生 
物 科 技 有 限 公司 。 

1.1.3 实验 动物 SD 大 鼠 帘 鼠 2~3 d 龄 8 窗 ,80 只 ,精神 
状态 良好 , 购 自 南 方 医科 大 学 实验 动物 中 心 。 

1.2 方法 

1.2.1 WI Au RUBER SE PUR E HR DISP RSS 
验 参 考 文 献 [1-2] 进 行 , 即 细菌 接种 物 用 不 含 抗 生 素 的 
培养 基 重 悬 , 以 每 孔 1x107CEU 的 细菌 量 加 入 培养 有 
Caco-2 细 胞 的 24 孔 板 内 (使 细胞 感染 倍数 为 100) ,在 
37 % ,5% CO, 培 养 箱 中 共 孵 育 90 min。 为 计算 黏附 细 
胞 的 细菌 数 ,细胞 用 培养 基 洗 3 次 ,加 入 100 uL 0.596 
Triton X-100 裂解 细胞 (此 浓度 Triton X-100 在 0.5h 之 
内 不 会 影响 细菌 活性 ), 崩 育 8 min 后 ,立即 加 入 50 pL 
蒸馏水 。 在 溶解 细胞 之 前 的 邸 育 和 清洗 阶段 , 单 层 细胞 
都 要 保持 完整 。 反 复 吹 打 后 吸出 样品 ,做 梯度 稀释 
(10~102) 后 涂 羊 血 平 板 计 数 菌 落 数 。 黏 附 率 = 胞 内 外 
细菌 数 /孵育 细菌 数 x100% ,重复 3 次 取 平 均值 。 

对 于 侵袭 实验 ,以 每 孔 1xl07CEFU 的 细菌 量 加 入 培 
养 有 Caco-2 细 胞 的 24 孔 板 内 (使 细胞 感染 倍数 为 100)， 
在 37 C,5% COE ERR PIIA 90 min。 用 培养 基 洗 
3 次 ,再 用 含有 100 ug/mL 庆 大 霉 素 的 培养 基 孵 育 1 h， 
以 杀 死 细胞 外 的 细菌 。 用 培养 基 洗 3 次 ,加 入 100 uL 


表 1 动物 实验 分 组 及 处 理 方法 


Tab. 1 Grouping and treatment of the neonatal rats (11-20) 


Group Method 


0.596 Triton X-100,8 min 后 ,立即 加 入 50 kL 蒸馏 水 ， 
溶解 细胞 。 反 复 吹 打 , 吸 出 样品 做 梯度 稀释 (10~107) 
后 , 涂 羊 血 平 板 计 数 菌落 数 。 侵 黎 率 = 胞 内 细菌 数 /孵育 
细菌 数 x100% ,或 者 相对 侵袭 率 , 重 复 3 次 取 平 均值 。 
黏附 侵袭 实验 中 , 孤 崎 克 罗 诺 杆菌 ATCC29544 为 实 
验 菌 , 大 肠 杆菌 E44 为 阳性 对 照 菌 ,DHSa 为 阴性 对 照 菌 。 
1.2.2 LGG 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 黏附 侵袭 的 抑制 实验 
1.2.2.1 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 对 Caco-2 细胞 的 黏附 侵袭 
AICC29544 与 Caco-2 细 胞 分 别 共 孵育 1.3.5h 后 取样 
梯度 稀释 , 涂 布 羊 血 平板 计数 ,确定 最 佳 笑 附 侵 胡 时 间 。 
1.22.2 LGG 对 Caco-2 细胞 的 黏附 分 别 用 105、107、 
10*,10* CFU 不同 浓度 细菌 量 的 LGG 与 Caco-2 细 胞 共 
孵育 3 h, 取 样 梯度 稀释 , 涂 布 MRS 平 板 计 数 。 
1.22.3 LGG 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 的 抑制 作用 分 别 用 
105.107, 10* CFU 不 同 浓度 细菌 量 的 LGG 与 Caco-2 细 
胞 共 孵 育 1 h, 然 后 加 入 致 病菌 ATICC 29544A 2 h, 取 
样 梯度 稀释 , 涂 布 羊 血 平 板 计数 。 
1.2.2.4 LGG 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 的 竞争 排斥 置换 作用 
本 实验 分 为 4 个 组 ,分 别 为 对 照 组 和 实验 组 ,对 照 组 : 
Caco-2+ATCC 29544 共 孵育 3 h。 实 验 组 分 为 3 个 不 同 
处 理 组 。 竞 争 组 :Caco-2+ATCC 29544+LGG HIA 
3 h; 置换 组 :Caco-2+AICC 29544 JEEP 1 h, 再 加 
LGG, HEIA 2 h; 排 斥 组 :Caco-2+LGG HIFA 1 h, 
再 加 ATCC 29544 ,继续 孵育 2 h。 有 具体 操作 同上 , 涂 布 
羊 血 平板 计数 ,计算 侵袭 率 , 侵 袭 率 = 胞 内 细菌 数 / 胰 育 
细菌 数 x100%。 
1.2.3 动物 体内 检测 LGG 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 黏附 侵袭 
的 抑制 作用 本 部 分 分 别 设计 预防 和 治疗 实验 ,检测 
LGG 在 体内 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 ATCC 29544 的 抑制 效 
果 , 具 体 分 组 见 表 1。 


Neonatal rats on day 2 of 
life received oral LGG 
(10 CFU/rat) 


Experimental group 


Prevention 


experiment Neonatal rats on day 2 of 


life received oral 
isovolumetric PBS 


Control group 


Neonatal rats on day 2 of 
life received oral 
ATCC29544 (10* CFU/rat) 


Experimental group 


Treatment 
experiment 


Neonatal rats on day 2 of 
life received oral 
isovolumetric PBS 


Control group 


1.2.4 统计 学 方法 本 研究 经 SPSS 13.0 软 件 进行 统计 
学 处 理 ,黏附 率 两 组 的 比较 采用 ;1 检 验方 法 , 秋 附 率 或 侵 


Method (day) Method 
Neonatal rats on day 5 of life 
received oral ATCC29544 1 
(10* CFU/rat) 


Neonatal rats on day 5 of life 
received oral isovolumetric 
PBS 


Neonatal rats on day 4 of life 
received oral LGG 
(10 CFU/rat) 


Neonatal rats on day 4 of life 
received oral isovolumetric 
PBS 


Intestinal contents, 
blood, and cerebrospinal 
fluid samples were taken 
for quantitative cultures 

at 48 hours after oral 

inoculation. 


效率 多 组 间 比 较 采 用 方差 分 析 , 计 数 以 百分率 表示 ,以 


P«0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 
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2 结果 
2.1 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 对 Caco-2 细胞 的 黏附 侵袭 

在 培养 好 的 Caco-2 细胞 中 分 别 加 入 E44、 
ATCC29544 fll DH5a,, HEA 90 min 后 涂 板 计数 , 结 
果 显 示 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 黏附 率 为 0.2% , 比 阳 性 对 照 组 
E44 小 (P=0.000), 比 阴性 对 照 组 DH5a 大 (P=0.000, 图 
1)。 侵 袭 实验 待 细菌 黏附 3 h 后 ,加 入 庆 大 霉 素 处 理 , 结 
果 显 示 其 侵袭 作用 较 显 车, 侵 认 率 达 0.07%(P=0.02)， 
显著 高 于 阴性 对 照 组 (P=0.000, 图 2)。 


米 
"| N 
0.1; 
00! j mm 
E44 ATCC29544 DH5a 


图 1 ATCC 2954438 Caco-2 Bf] xe 
Fig.1 Adhesion rate of ATCC29544 to Caco-2 cells. *P-0.000. 
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图 2 ATCC 295443} Caco-2 Z&x& 
Fig.2 Invasion rate of ATCC29544 in Caco-2 cells. *P-0.000. 
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4 FR Big v A7 TA- Caco-2 AIA 1.3 
和 5 h, 取 各 时 间 点 细菌 涂 板 计 数 ,结果 显示 
ATCC29544 在 感染 细胞 3 h 后 对 细胞 的 黏附 性 和 侵袭 
性 最 大 (P=0.000, 图 3,4)。 
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1 3 
Co-incubation time (h) 
图 3 ATCC 29544 Xf Caco-2 RAM HIA RE [B] 
Fig.3 Adhesion co-incubation time of ATCC29544 with 
Caco-2 cells. *P-0.000. 
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图 4 ATCC 29544 X} Caco-2 RAHMA MHE 
Fig.4 Adhesion co-incubation time of ATCC29544 with 
Caco-2 cells. *P=0.000. 


2.2 LGG 对 Caco-2 细 胞 的 黏附 

采用 不 同 浓度 的 LGG 黏附 Caco-2 细 胞 ,结果 表明 
LGG 对 Caco-2 细 胞 具有 黏附 性 ,并 且 黏附 率 随 着 LGG 
浓度 的 升 高 而 增加 (图 5)。 
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图 5 不 同 浓 度 LGG 对 Caco-2 细 胞 的 黏附 
Fig.5 Adhesion of different concentrations of LGG to 
Caco-2 cells. 


2.3 LGG 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 黏附 侵袭 Caco-2 细 胞 的 影响 
2.3.1 449] ATCC29544 3} Caco-2 85 k r4 Z 85 LGG 
浓度 确定 AIH 105,107, 10* CFU KEHE K LGG 
与 Caco-2 Zl HIA 1 h, 然 后 加 入 致 病菌 ATCC 
29544 VET 2 h, 庆 大 霉 素 处 理 1 h, 涂 板 计数 ,结果 显示 
随 着 LGG 菌 浓 度 的 增加 , 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 的 相对 侵袭 
率 明 显 下 降 ,说 明 侵入 到 Caco-2 细 胞 中 的 致 病菌 明显 
减少 ,抑制 作用 显著 (P=0.000, 图 6)。 
2.32 LGG 抑制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 侵袭 的 最 佳 方 式 确定 
共 孵 育 分 别 采用 竞争 .排斥 .置换 方式 , 见 图 7, 结 果 显 
示 : 细 胞 中 加 入 LGG 后 , 克 罗 诺 杆菌 侵 检 率 显著 降低 
(P=0.000), 且 竞争 和 排斥 组 抑制 作用 比 置换 组 更 明显 ， 
统计 学 具有 显著 差异 ,表明 益生 菌 LGG 体外 可 抑制 
ATCC29544 对 Caco-2 细 胞 的 侵袭 。 
2.4 动物 实验 

通过 LGG 对 乳 鼠 的 预防 和 治疗 实验 ,结果 显示 : 血 
液 中 均 无 LGG ,表明 使 用 LGG 后 ,不 会 引起 益生 菌 性 菌 
血 症 ;血液 中 对 照 组 100% 检 测 到 ATCC 29544, 而 预防 
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Z 600. : 主 肠 道 的 能 力 是 益生 菌 的 评价 标准 之 一 ,益生 菌株 必须 
m p , 对 上 皮 细 胞 组 织 具有 猪 附 性 才能 长 期 在 肠 道中 存活 并 
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图 6 不 同 浓度 的 LGG 抑制 ATCC29544 对 Caco-2 细 胞 的 相对 侵 


Fig.6 Relative invasion rate of ATCC29544 co-incubated with 
different concentrations of LGG in Caco-2 cells. *P-0.000. 


实验 组 检测 率 为 60% ,治疗 实验 组 检测 率 为 70% ; REEF 
液 检 测 结果 ,对照 组 检测 率 为 70% CT ) RU 7596 (15 
疗 ) ,而 实验 组 为 0%( 预 防 ) 和 5%( 治 疗 )。 实 验 组 检测 
到 脑膜 炎 的 小 鼠 数量 明显 少 于 对 照 组 ,说 明 LGG Te 
内 可 抑制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 穿越 肠 屏障 ,从 而 减少 进入 血 
脑 屏障 的 细菌 数量 ,用 LGG 预防 和 治疗 乳 鼠 孤 崎 克 风 
庄 杆 菌 致 脑膜 炎 具 有 一 定 效果 ( 表 2)。 
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Fig.7 Mechanisms of LGG to inhibit invasion of ATCC29544. 
*P-0.000. 


表 2 LGG 对 乳 鼠 ATCC29544 致 脑膜 炎 的 预防 及 治疗 效果 


菌 群 平衡 ""。 同 时 ,黏附 也 是 感染 性 细菌 致 病 的 第 1 
步 ,如 果 能 抑制 病原 菌 对 宿主 细胞 的 黏附 ,往往 能 抑制 
病原 菌 的 致 病 作 用 。 因 此 ,将 益生 瑚 的 黏附 性 能 及 其 
对 致 病菌 的 黏附 抑制 作用 作为 菌株 质量 评定 的 重要 
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菌 的 黏附 抑制 作用 的 研究 报道 较 多 ,并 且 发 现 一 些 有 较 
好 黏附 性 能 的 益生 乳酸 苗 “” ,但 是 关于 益生 盏 LGG 对 
肠 上 皮 细 胞 的 斐 附 来 抑制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 的 报道 较 
少 。 肠 上 皮 样 细胞 系 Caco-2 细 胞 是 从 人 结肠 腺 癌 中 建 
立 的 ,是 目前 研究 细菌 或 病毒 与 肠 道 医 膜 知 附 应 用 最 广 
泛 的 细胞 模型 。 该 细胞 模型 能 够 在 体外 进行 形态 功能 
分 化 ,表现 出 成 熟 肠 上 皮 细 胞 的 特性 “。 因 此 ,本 试验 
采用 目前 国内 外 学 者 普遍 使 用 的 体外 培养 Caco-2 细 胞 
的 方法 来 评价 LGG 的 忒 附 能 力 及 其 对 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 
的 秋 附 抑制 作用 ,并 通过 设置 竞争 排斥 置换 实验 ,确定 
LGG 抑 制 阪 崎 克 罗 诺 杆菌 侵袭 主要 通过 兖 争 和 排 帮 方 
式 ,为 乳酸 苗 更 好 地 应 用 于 生产 及 探讨 其 黏附 机 制 提供 
初步 的 理论 依据 。 苋 争 排斥 置换 实验 是 根据 两 种 或 者 
两 种 以 上 细菌 不 能 同时 或 者 长 时 间 在 同一 个 生态 位 生 
存 , 使 两 者 之 间 展 开 苋 争 ,导致 其 中 的 一 方 获胜 ,可 以 留 
在 原来 的 生态 使 位 继续 生存 “。 结 果 显 示 当 益生 菌 存 
在 时 , 它 能 优先 占据 有 利 位 置 或 者 分 泌 某 种 物质 ,从 而 


Tab.2 Preventive and therapeutic effect of LGG on ATCC29544-induced meningitis in neonatal rats (n=20) 


Group 


No. of animals with positive No. (%) of animals with positive 
LGG culture in blood 


No. (96) of pups 


ATCC29544 culture in blood with meningitis* 


Experimental group 0 
Preventive experiment 
Control group 
Experimental group 0 
Treatment experiment 
Control group 


*Defined as positive culture of cerebrospinal fluid. 


ht ESOS EDGE LASTE SERERE 

孤 崎 克 罗 诺 杆菌 是 乳 制品 中 近年 新 发 现 的 一 种 致 
病菌 ,能 引起 严重 的 新 生 儿 脑 腊 炎 小肠 结 肠炎 和 菌 血 
症 ,其 死亡 率 极 高 。 引 起 新 生 儿 脑膜 炎 致 病 机 制 要 穿 透 
肠 屏 障 入 血 造成 菌 血 症 才 能 上 行 穿 过 血 脑 屏障 *。 
Huang 等 "“ 人 研究 已 证 实 ,LGG 与 肠 上 皮 细 胞 共同 孵 


12*(60) 0*(0) 
20(100) 14(70) 
14*(70) 1*(5) 
20(100) 15(75) 


育 ,可 以 阻 断 E. coli K7 株 的 黏附 .侵袭 以 及 跨 细 胞 作 
用 , 且 呈 剂量 依赖 性 。 在 此 研究 基础 上 ,本 研究 通过 
Caco-2 细 胞 和 她. 鼠 模 型 进行 体内 外 实验 展开 LGG 对 阪 
崎 克 罗 诺 杆菌 黏附 侵袭 Caco-2 的 研究 ,观察 益生 菌 如 
何 抑制 阪 崎 克 罗 详 杆菌 ATCC29544 的 黏附 .侵袭 和 血 
行 转移 ,并 对 肠 上 皮 细 胞 起 到 保护 性 作用 。 在 LGG 处 
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理 组 的 新 生 大 鼠 中 , 致 病菌 肠 道 定植 . 菌 血 症 以 及 脑膜 
炎 都 显著 减弱 。 


2 E , 灌 胃 益生 菌 LGG 后 可 以 抑制 致 病菌 孤 崎 克 


罗 诺 杆菌 致 小 鼠 脑 膜 炎 的 发 生 ,临床 使 用 有 一 定 的 推广 
价值 ,为 益生 菌 LGG 在 细菌 性 脑膜 炎 中 的 应 用 提供 新 
的 依据 。 
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